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RESUM
L'objectiu classic de la medicina ha sigut la curacio de les malalties. Avui continua sent
l'objectiu principal, pero, a mes a mes, la prevencio de les malalties i la promocio de la
salut s'han afegit com a nous plantejaments de la medicina moderna. Tanmateix , fins fa
molt poc de temps hom no disposava de ferramentes per a la prediccio de les malalties,
sobretot d'aquelles que tenien un component hereditari . La medicina cientifica basada en
els estudis eel lulars i histologies, en les investigacions bioquimiques, no ens aportava su-
ficient informacio en la majoria dels casos . El canvi, pero , que ens ha possibilitat la nova
medicina predictiva ha vingut donat pel desenvolupament de la biologia molecular i de la
tecnologia del DNA recombinant al llarg dels anys seixanta i setanta i, concretament, per
la seua aplicacio a l'estudi de la genetica humana i medica . Aquesta aplicacio s'ha desen-
rotllat durant la darrera decada dels anys vuitanta . Les investigacions al voltant de les
malalties causades per un gen alterat -mutat en un sentit patologic-, la seua aplicacio al
consell genetic i al diagnostic prenatal i , fins i tot , al desenvolupament d'una terapia geni-
ca, estan causant una veritable revolucio dins la medicina . Es evident que al costat de les
mentalitats de pensament del segle XIX i del primer terc del segle XX -el teixit, la eel-lula,
la protvfna i els enzims- hem d'afegir la mentalitat genetica i molecular al treball quotidia
dell metges i biolegs interessats en la patologia humana . En una paraula , el DNA ha pas-
sat de ser ]a molecula fonamental de la vida i de la mort que ens interessa per ella mateixa,
a ser una peca fonamental per al coneixement de les bases etiologiques de les malalties i
per a llur diagnostic i prevencio.
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BASES PER A UNA MEDICINA
PREDICTIVA: EL MARCADORS
POLIMORFICS I ELS MAPES
GENOMICS
La gran majoria dels gens causants de
malaties hereditaries son (o han sigut fins fa
molt poc de temps) desconeguts. Ni tan sols
se sap quin es el defecte bioquimic que hi
rau. Davant eixa situacio la primera questio
a resoldre es la localitzacio cromosomica del
gen a partir de la qual horn pupa dissenyar
experiments que conduIxquen cap a 1 'ailla-
ment del gen i el descobriment de mutacions
patologiques. L'estrategia que se segueix
s'anomena clonaci6 posicionul (Collins, 1992),
es a dir, la primera questio es trobar el lloc
exacte on es el locus del gen. La tecnica que
utilitzem es 1'analisi de (ligament amb mar-
cadors polimorfics moleculars que previa-
ment han sigut cartografiats pertot el mapa
genomic huma. Aquests marcadors es po-
den utilitzar en dos sentits: 1) Per a iniciar
1'analisi de clonacio del gen que estem bus-
cant, amb el qual els mateixos marcadors
estan relacionats amb una proximitat fisica
(es a dir, estan lligats) i 2) per a utilitzar-los
corn a eines diagn6stiques indirectes
(Antonarakis, 1988). Es aquesta darrera pos-
sibilitat la que anern a tractar amb mes pro-
funditat.
Els marcadors del DNA no es correspo-
nen amb defectes moleculars dins el gen. El
que fan realment es assenyalar quin es el
cromosoma portador de la mutacio patolb-
gica que es segrega en una familia. AcO es
factible explotant el polimorfisme natural
del DNA genbmic. Entre dos individus qual-
ssevol la sequencia nucleotidica difereix
suficient perque hi trobem diferencies als
llocs de reconeixement dell enzims de res-
triccio del DNA. Aquestes diferencies les
podern fer visibles mijancant la transferen-
cia de Southern despres de tallar el DNA
amb 1'enzim que genera el polimorfisme, i
hibridar amb una sonda molecular especifi-
ca. Els diferents al-lels es poden reconeixer
per la distinta migracio del fragments gene-
rats per 1'enzim, depenent de si la diana de
restriccio es al cromosoma o no hi es. Tambe
es pot resoldre amb la reaccio en cadena de
la polimerasa (RCP): despres de 1'amplifica-
ci6 in vitro del segment del DNA que inclou
la diana de restriccio, procedim a tallar el
producte de la reaccio amb I'enzim. Els pro-





E (iI RA I. Esquema representatiu dell marcadors nucrosatel lets dcl tipus dinuclcohd CA. EI nonthrc it de C'A es sariahlc a
la poblacid general. L'anaiisi d'aquests tipus de marcadors es fa amplificant la regid genomica que cls conte ni.pantiant la
reaccio en cadena de la polimerasa. Despres, el distints allels son separats segons la seua grandaria en un gel de
poliacrilamida. C= citosina, A= adenina, G= citosina i T= timina. Les dues tletxes en direccions oposades indiquen la
localitzacio i el sentit 5' -> 3' dels ,olieopriniers» a partir dels quals comenga la reaccio.
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lua la presencia d'al-lets per la seua diferent
grandaria. A Banda dels FRLPs hi ha d'altres
polimorfismes que no depenen de la presen-
cia o no d'una diana de restriccio. El coneixe-
ment d'aquests polimorfismes es mes recent
(Weber i May, 1989). Son polimorfirmes se-
gons el nombre de repeticions d'una unitat
de dos, tres o quatre nucleotids. Es tracta de
polimorfismes molt informatius perque el
nombre d'al•lels que es poden trobar a la
poblacio general es molt gran (Figura 1).
L'anialisi del DNA dels membres d'una
familia permet determinar sil'al-lel mes gran
o el mes petit se segrega amb el cromosoma
que conte la mutacio. L'estudi depen de la
presencia de membres afectats pel proces
patologic. Un mena d'exemple es el referit a
la figura 2 on s'analitza el DNA procedent
d'una biopsia corial en una familia amb un
fill afecte d'una malaltia amb herencia










tip per als marcadors del malalt defineix
quins son els cromosomes del pare i de la
mare que porten la mutacio. Es a partir de
l'obtencio d'aquesta informacio que es po-
dra deduir si el fetus sera afecte, portador
asintomatic o un individu sa sense cap mu-
tacio als seus cromosomes. En la practica
s'analitzen diversos FRLPs per assegurar-se
que els cromosomes dels dos pares es dife-
rencien perfectament. A 1'exemple de la fi-
gura 3, el marcador hipotetic A/B no distin-
geix entre els dos cromosomes paterns pel
fet que tot dos porten el mateix al-lel A. L'us
alhora, pero, d'un altre marcador 1/2/3, si
que ens permet diferenciar-ne els dos cro-
mosomes paterns, malgrat que en aquest cas
els dos cromosomes materns no s'hi poden
diferenciar. La utilitzacio dels dos marca-
dors permet construir-ne un haplotip per a
cadascun dels quatre cromosomes parentals.











Fu,i kn '-. Esquenia representatiu de la segregacio de dos marcadors polimorfics del DNA Iligats a un gen amb una herencia
autosi mica recessive. La malalta, II-I, to dues mutacions patolbgiques al gen, Puna al d'origen patern (haplotip A-2) i Faltra
al d'origen matern (haplotip B-3). Les dues germanes, 11-2 i 11-3, son portadores sanes perhaver heretat ('haplotip matern que
segrega :th la mutacio, mentre que Ia germana 11-4 i el fetus sobre el qual s'ha fet un diagnostic prenatal 11-5, son portadors
sans perque tot dos han rebut I'haplotip que segrega amb la mutacio en el pare.
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gueix el gen mutant al Ilarg de les segrega-
cions meiotiques ve determinada per la seua
distancia respecte al gen. Durant la meiosi
es produeix la recombinaci6 entre cromoso-
mes homolegs, de tal manera que un marca-
dor i el gen al qual esta lligat es poden
dissociar per un entrecreuament. Tanma-
teix, a mes proximitat entre el marcador i el
gen, mes improbable es que un entrecreua-
ment els separe. La mida entre un marcador
i el gen en questio es basa en 1'analisi de les
frequencies d'entrecreuaments entre tots dos,
despres d'estudiar un nombre suficient de
meiosis. Un marcador amb una frequencia
de recombinacio de 1'1 %) (una distancia
genetica d'un centiMorgan -la unitat que
fem servir els genetics-) ens indica una soli-
da vinculaci6 entre marcardor i gen, al ma-
teix temps es util per al diagnostic molecu-
lar.
L'ANALISI MUTACIONAL: EL
DIAGNOSTIC DIRECTE DE LES
LESIONS MOLECULARS
Evidentment, des del punt de vista diag-
nostic i etiopatogenic, l'objectiu final es tro-
bar la mutacio causant de la malaltia. Aquesta
mutacio es el millor «marcador» de que
disposern per a fer diagnostics de tot tipus
en una familia.
De mutacions n'hi ha de moltes classes:
1) Delecions del DNA que van des dunes
quantes bases nucleotidiques -cas de la
mutacio F508, que comporta la perdua del
cod6 508 que codifica per a la fenilalanina,
en la fibrosi quistica (Kerem et al., 1989)-,
fins a delecions d'exons sencers com ocorre
en la distrofia muscular de Duchenne
(Koening et al., 1987); 2) duplicacions com es
el cas de la neuropatia de Charcot-Marie-
Tooth tipus 1 (Raeymaekers et al., 1991); 3)
mutacions puntuals, que afecten la
transcipci6, el garbellatge de !'RNA,1'engra-
natge (splicing) de 1'RNA o be la traducci6
(Gelherter i Collins, 1990); 4) increments en
el nombre d'unitats dels trinucleotids ines-
tables, com ocorre en la distrofia miotonica
(Figura 3) (Pizzuti et al. , 1993) o la malaltia
de Huntington (The Huntington's disease
collaborative reseaerch group, 1993).
L'analisi directa de mutacions depen del
fet que el gen haja sigut aIllat i , en gran
mesura, sequenciat, i de la variabilitat o
heterogeneftat al•lelica que rau en la patolo-
gia molecular de la malaltia. Encara que el
gen haja sigut sequenciat i clonat, si el nom-
bre de mutacions es molt gran, es prou difi-
cil que es puga estudiar la mutacio en tots els
casos. En aquests malalts, hem de confiar,
una altra vegada, amb 1'analisi indirecta amb
marcadors polimorfics.
QUESTIONS ACTUALS I EL FUTUR
IMMEDIAT
La biologia molecular i la tecnologia del
DNA recombinant han obert un camp im-
mens, nou, a la medicina genetica
(Weatherall, 1993). E1 mapa genomic huma
es una realitat. En un futur no gaire llunya es
disposara de la cartografia i la segiienciaci6
de la totalitat dels 3.000 milions de bases
nucleotidiques del genoma huma. El nom-
bre de malaties de les quals es coneix la
patologia molecular es ja molt gran, pero
encara hi ha molt de cami per a c6rrer i no es
prou tenir a ma el gen causant de la malaltia.
Tambe es fonamental saber de quina mane-
ra una mutacio condiciona tota una alteraci6
funcional d'un determinat sistema organic.
D'altra Banda, es evident que les malalties
amb herencia mendeliana estan tenint un
gran suport de la investigaci6 biomedica,
gracies, sobretot, al fet que son malalties que
s'hereten amb un patr6 conegut. D'un altre
costat, pero, hi ha les malalties amb una base
genetica pero que no tenon un patr6
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estrictament mendelia. Son malalties co-
muns, poligeniques, com la diabetis mellitus,
la hipertensio arterial, 1'arteriosclerosi o les
malformacions congenites. Finalment, el
cancer, que te, per definicio, una base gene-
tica. En determinats exemples, esta clara-
ment establert que alguns tumors, com es el
cas del retinoblastoma (Lasko et al., 1991), es
tracta de malalties amb una herencia men-
deliana. Tanmateix, la majoria de vegades
son processos no estrictament hereditaris
sing gairebe multifactorials. Aixo vol dir
que la seua analisi requereix models d'apro-
ximacio distints als normalment utilitzats
per a les malalties monogeniques. Tot i aixo,
per a un gran nombre de malalties mendeli-
anes o tumorals, avui es disposa d'un diag-
nostic molecular. Encara manquen, pero,
respostes a questions fonamentals. En eixe
sentit no sempre, i aixo ocorre molt sovint,
les bases biologiques i fisiopatologiques son
conegudes malgrat la disponibilitat de gran
informacio genetica i molecular. D'una altra
banda, i ja en el camp terapeutic, els esforcos
FIGURA 3. Analisi de Southern d'una Iam)-
lia de tres generacions anib distrofia
miotonica. El DNA de cada individu s'ha-
via digerit amb dos enzims, E oRl i Saul,
i la hibridacio es va fer amb la sonda
p5B 1.4. En el lateral dret s'indica la gran-
daria dell fragments en kilohases (Kb).
Sota s'indiquen els increments de la se-
quencia inestable CTG en cada portador
de la nmtaci0. S'aprecia cone l'increment
es major en descendir de generacio, la
qual coca t6 una correlaci6 amh I'expres-
sib clinica de la malaltia.
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encaminats cap la curacio d'aquestes malal-
ties encara no han produit gaires resultats.
Els pacients i els familiars son molt sensibles
a tots els descobriments que els mitjans de
comunicacio ofereixen avui en dia; pero to-
tes les esperances es veuen una mica trenca-
des per la manca d'una terapeutica eficac.
Un dels futurs camps d'investigacio, per
tant, esta orientat cap a la terapia genica.
Aquesta es un camp en desenvolupament,
pero que encara esta en els seus inicis i ha de
dur-nos moltes sorpreses en un futur no
gaire llunya.
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